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摘要 : 将 脱 膜 后 的 泥鳅 (WEsgzeraes anguidicaudutus ) 受精 卵 置 于 不 同 解 化 液 中 恤 化 ， 结 果 表 明 、 钥 化 液 1 
Holdreter 中 正常 鱼苗 和 总 鱼苗 的 孵化 率 最 高 ， 分 别 为 54,8% 和 59.2%。1 这 x Holdreter、1710 x Holdreter、 曝 气 
冷 开 水 和 改变 孵化 液 处 理 ， 正 带鱼 苗 的 孵化 率 差别 不 大 ， 分 别 为 招 .0% 、49.5% 、 引 .0% 和 和 .8% 。 曝 气 冷 开 
水 畸形 率 最 高 ， 为 8.8% 。PBS 不 适合 用 作 财 化 液 。 机 械 损 伤 对 胚胎 的 风化 率 无 明显 影响 (73.39% 
vs.75.70% )， 但 对 胚胎 发 育 有 明显 的 致 蝴 作 用 (8.06% vs.0)。 以 峻 核发 育 冉 {yimirhthvs nobrlis ) 尾鳍 培养 细 
胞 作 供 体 ， 泥 鳅 未 受精 卵 作 受 体 ， 微 卫星 标记 分 析 表 明 、 移 核 旺 胎 的 核 来 源 于 供 体 核 ， 受 体 煞 中 未 除去 的 核 被 
排斥 。 供 体 细 胞 培养 代数 严重 影响 移 核 胚胎 的 发 育 率 。 随 着 培养 代数 的 增 如 ， 移 核 胚胎 的 发 育 率 逐 渐 降 低 ， 继 
代 核 移植 可 提高 移 核 是 胎 的 发 育 率 ， 尤 其 是 第 1 次 体 细 胞 继 代 核 移 植 ， 晚 期 囊 是 的 发 育 率 急剧 上 升 (43.84% 
vs.7.69%】，, 说 明 继 代 核 移植 可 促进 受 体 卵 对 供 体 核 的 再 程序 化 。 泥 鳅 和 大 鲜 副 泥鳅 ( 叫 z7izzmazsSeoazts 
cassartats ) 未 受精 卵 作 受 体 ， 其 移 核 凸 胎 发 育 率 无 明显 区 别 (7.69% vs,7.02%)。 
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bstract: For caomparison of hatching rate, fertilized eggs of Vhsgiarus angritlicawlatus were cultured in different 
mediums. The results showed that normal and total fries in 1 x Holdreter were the highest, reached 54.8% and 54.7%. 
respectively. There was no difference in hatching rate of normal fries between 1/2 x Holtrerer, 1/10 > Holtreter, cold 
boiled water and changed mediums. They reached 48.0%, 49.6%, 50.0% and 48.8%, respectively, Rate of abnor- 
mal 和 es was the highest in cold boiled water, reached 8.8%. PBS was net suitable for cultured medium. Mechanme in- 
Jury had no considerable effects on hatching rate of embryos {73.39% vs.75.70%}, bout abnomal fries increaved consid- 
erably (8.8% vs.0)}. Cultured cells frm caudal fin of gynogenetic bighead carp (Aistichthys nomlis ) were used as donor 
cells, and unfertilized eggs of Mhsgurnus angiuillicaudatus were used as recipient eggs. Microsatellite marker analysis 
showed that the nuclei of nuclear transfer embryos came from the donor nuclei, the nucleus contained in the recipient eggs 
was rejected or degraded. The passage number of cultured cells critically affected developmental rate of nuclear transfer 
embryos. With the increase of the passage number, developmental rate of nuclear transfer embryos was decreased, Serial 
nuclear transfer facilitated reprograreying of nuclear transfer embryos. Developmental rate could be heightened by senal 
nuclear transfer，especially for the first serial nuclear transfer of samatic cells, rate of late blastula of nuclear aansfer em- 
bryos increased abruptly from 7.69% mw 43.84% ，There was no considerable difference in developmental rate of tuclear 
transfer embryos between Msgwrmnus angrillicawdatus and Parmmisgimius dabryunus unfertilized recipient eggs (7.69% 
vs.7.02%) 
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细胞 核 移植 技术 是 研究 细胞 核发 育 全 能 性 、 细 
胞 核 和 细胞 质 的 相互 关系 .动物 克隆 和 纯 系 建立 等 
理论 问题 和 应 用 技术 的 最 好 方法 之 一 ( 刘 同 明和 吴 
清江 ,2000)。 核 移植 的 设想 最 初 由 Spemann{ 1938) 
提出 ,随后 由 Comandon 及 Fondninet1939) 用 单 细胞 
动物 变形 虫 进行 尝试 并 获得 成 功 。14 年 后 ,美国 科 
学 家 Briggs & King( 1952) 又 在 两 栖 类 中 获得 成 功 。 
但 真正 将 细胞 核 移植 技术 应 用 于 鱼 类 的 还 是 我 国 的 
科学 家 童 第 周 ( 童 第 周 等 ,1963)。 他们 开拓 性 地 用 
金鱼 和 鳍 铀 鱼 进行 实验 ,证 明了 鱼 类 同样 可 以 进行 
核 移植 。 

自 1997 年 世界 首 例 体 细胞 克隆 羊 “ 多 莉 ”(Dol- 
ly 诞生 以 来 ,克隆 技术 已 在 哺乳 类 得 到 广泛 的 应 用 
(Wilmut et dd .,1997)-。 但 克隆 动物 还 面临 很 多 问 
题 ,如 成 功率 低 . 早 训 . 有 生理 缺陷 等 。 而 影响 核 移 
植 成 功率 的 因素 很 多 ,包括 供 体 细胞 和 受 体 卵 的 质 
量 , 供 受 体 细胞 周期 的 配合 、 二 者 的 遗传 背景 ; 供 体 
传代 数 .细胞 有 害 遗 传 突变 积累 , 核 的 能 力 ; 受 体 卵 
对 供 体 核 的 再 程序 化 能 力 ; 操 作者 的 技术 熟练 程度 
及 机 械 损 伤 等 (Rideout et al .,2000)。 克 隆 动物 的 
低 成 功率 大 大 限制 了 其 在 实际 中 的 应 用 。 

硬 骨 鱼 类 具有 产 卵 数 量 多 ;培养 条件 简单 ,易于 
在 实验 室 饲 养 ; 胚 体 几 近 透 明 ,易于 观察 以 及 产 卵 过 
程 可 人 为 控制 等 优点 ( 刘 同 明和 吴 清 江 ,2000) ,因而 
不 少 种 类 常 被 选 作 核 移植 的 材料 。 在 我 国 ,泥鳅 
(Misgurmus angrillicaudutus ) 具 有 较 高 的 经 济 价值 ， 
在 人 工 养 殖 条 件 下 一 年 四 季 均 可 产 卵 ,是 较为 理想 
的 实验 材料 。 本 文 以 泥鳅 成 熟 受 精 卵 为 材料 ,探讨 
了 钥 化 条 件 和 机 械 损 伤 对 肛 胎 发 育 的 影响 ;并 以 内 
核发 育 鲍 (Anistichthys nobilis ) 尾 鳍 培养 细胞 为 供 体 ， 
泥鳅 成 熟 示 受精 卵 为 受 体 ,研究 了 培养 细胞 的 传代 
数 和 继 代 核 移植 对 移 核 豚 胎 发 育 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


1.1 泥鳅 和 大 鲜 副 泥鳅 成 熟 卵 的 准备 及 相关 实验 

成 熟 肉 泥鳅 每 千克 体重 注射 6 mg 鲤鱼 脑 垂体 ， 
雄 泥 鳅 剂量 减 半 。 众 产后 9 h 左右 收集 成 熟 的 卵子 
和 精子 。 受 精 卵 和 未 受精 卵 用 0.25% 胰 酶 脱 膜 。 
为 了 保证 实验 结果 的 准确 性 ， 采 用 受精 率 为 98% 
以 土 的 同 批 未 受精 卵 作 为 受 体 卵 。 

在 泥鳅 正常 脱 膜 受精 卵 的 动物 极 中 央 , 注入 5 
nL 左右 的 17 Holtfreter, 与 未 注 人 的 脱 膜 受 精 卵 比 


较 ， 通过 钥 化 率 和 畸形 率 了 解 机 械 损 伤 对 肛 胎 发 育 
的 影响 。 

以 泥鳅 和 大 鳞 副 泥鳅 脱 膜 未 受精 卵 必 受 体 , 帷 
核发 育 鲜 尾鳍 培养 细胞 为 供 体 , 在 未 受精 卵 动物 极 
中 央 注 射 SnL 左右 的 1 x Holtreter 作对 照 , 作 为 成 
熟 示 受精 卵 对 移 核 肚 胎 发 育 影响 的 实验 . 

以 峻 核发 育 铺 尾 铺 培 养 代数 分 别 为 5.10 和 15 
代 的 细胞 为 供 体 , 移 核 胚 胎 数 分 别 为 76 .70 和 83 
个 ,进行 培养 细胞 传代 数 对 移 核 肛 胎 发 育 影 响 的 实 
验 。 

移 核 且 胎 发 育 至 晚期 囊 胚 时 ， 分 离 且 胎 细胞 又 
作为 下 一 代 核 移植 的 供 体 即 为 继 代 核 移 植 。 移 核 卵 
数 至 少 在 65 枚 以 上 。 

1.2 ” 肉 核 发 育 句 尾 鳍 细胞 的 培养 和 同步 化 

上 肉 核 发 育 钙 尾 鳍 细胞 参照 文献 (Pollard & Walk- 
er,1997) 培 养 。 具 体操 作 如 下 : 肉 核 发 育 铺 尾 鱼 经 
消毒 后 ,用 灭 菌 的 弯 涉 前 刀 前 成 1 mnY 大 小 的 组 织 
块 。 将 组 织 块 在 28C 的 薄 层 培养 基 中 贴 豆 30 min， 
使 其 贴 在 培养 瓶 上 。 然 后 在 没有 组 织 块 的 培养 翘 一 
面 加 SmL 含 10% 胎 牛 血清 的 M199 培养 基 , 以 避免 
冲 掉 组 织 块 、 翻 转 培 养 瓶 继续 培养 24 h ,以 后 每 3d 
换 1 次 培养 基 。 参 照 文献 (Vercer et dd . ,1990) 上 的 
方法 ,并 上 略 加 修改 使 培养 细胞 同步 化 。 培 养 细胞 经 
传代 培养 3 d 后 ,继续 在 含 0.5% 胎 牛 血 清 的 MI99 
培养 基 培 养 3d, 使 细胞 同步 在 Go/G1 期 - 

1.3 核 移植 方法 及 显 微 操作 

核 移植 方法 参照 文献 【 童 第 周 等 ，I963》 进 
行 。 将 移 核 后 的 胚胎 移 到 1 > Holtreter 中 钥 化 。 以 
晚期 囊 且 的 比率 来 统计 移 核 豚 胎 的 发 育 率 : 

1.4 徽 卫星 标记 分 析 

分 离 20 个 左右 的 移 核 晚期 圳 及 , 按 文献 ! 萨 姆 
布鲁克 等 ,1992) 并 略 加 修改 提取 DNA- 把 分 离 的 
晚期 囊 胚 加 200 pL 抽 提 缓冲 液 ,再 加 蛋白 酶 K 至 终 
浓度 为 100 pg4nL。 将 裂解 细胞 的 悬 液 置 于 50C 中 
水 浴 3h, 然 后 加 人 等 体积 的 平衡 酚 , 缓 慢 地 来 回 颠 
倒 离心 管 10 次 , 静 置 10 min 使 两 相 分 开 , 取 出 150 
! 二 有 机 相 再 离心 (这 一 步 对 提取 微量 DNA 及 减少 
损失 非常 重要 )， 其 余 操 作 步 又 同 参考 文献 。 微 卫 
星 引 物 序列 来 源 于 斑马 鱼 ( Dania rerin ) 的 报道 序列 
(G40422)。 引 物 1:GCACTTGAAAGGGCTTITTG; 引 
物 2:TCAGTTCCTCTGGCCTCAGT。 反 应 条 件 为 预 变 
性 95C ,10min;95C ,30s;52C ,45s;72TC ,90s。 共 
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40 个 循环 。 终 延伸 724 ,10 min。 扩 增产 物 进 行 
8% 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电泳 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 脱 上 蜡 受精 卵 明 化 条 人 忻 的 忧 化 

泥鳅 受精 卵 用 0.25% 胰 酶 脱 膜 后 ,分 别 置 于 不 
同 的 钴 化 液 中 钴 化 。 钥 化 结果 表明 : 解 化 液 为 1、 
Holtfreter ,正常 鱼苗 和 总 鱼苗 的 肴 化 率 最 高 。 曝 气 
冷 开水 虽然 与 1、 Holtfreter 的 鱼苗 钴 化 率 差别 不 大 
(59.2% vs.58.8%), 但 鱼苗 畸形 率 高 于 1 x Holt- 
freter(8.8% vs.4.4%)。 通 常 采用 的 改变 睡 化 液 ( 童 
第 周 等 , 1980) ,即将 移 核 后 的 胚胎 置 于 1 x Holt- 
freter 中 ; 待 胚胎 发 育 到 2 至 4 细胞 期 时 ,将 岁 化 液 
冲淡 为 1 嫩 、Holtfreter; 胚胎 发 育 到 原 肠 胚 时 ,再 将 
它们 移 至 曝 气 冷 开水 中 有 旷 化 。 这 种 改变 孵化 液 处 理 
的 钙化 率 仅 为 54.4% ,其 效果 并 不 是 很 好 。 而 PBS 
钥 化 率 最 低 ,为 0, 不 适合 用 作 移 核 有 是 胎 的 盟 化 液 


《 表 1)。 总 之 ,受精 卵 在 1 x Holtreter 中 思 化 效果 最 
好 {59.2%), 其 次 是 曝 气 冷 开 水 (58.8%)。 因 而 1、 
Heoltfreter 是 最 好 的 孵化 液 。 
2.2 ”机械 损伤 对 胚胎 发 育 的 影响 
把 胰 酶 脱 膜 后 的 正常 受精 卵 动 物 极 中 央 注 人 1 
x Holtfreter 作为 一 种 机 械 损 伤 ， 结 果 表 明 机 械 损伤 
对 瞩 化 率 影 响 不 大 (473.39% vs.75.70%), 但 对 胚胎 
发 育 有 明显 的 致 畸 作 用 (8.06% vs.0) { 表 2)， 
2.3 不 去 核 的 未 受精 卵 可 以 作为 核 移植 的 受 体 
在 未 注射 供 体 核 的 泥鳅 和 大 鳞 副 泥鳅 未 受精 卵 
的 对 照 中 ， 均 没有 一 个 胚胎 发 育 到 晚期 者 肛 { 表 
3)。 表 3 还 显示 泥鳅 和 大 鳞 副 泥鳅 末 受 精 卵 作 受 体 
无 明显 的 区 别 (7.69% 内 .7.02% )。 微 卫星 标记 分 
析 表 明 ， 移 核 胚 胎 的 核 来 源 于 供 体 核 . 受 体 卵 中 未 
除去 的 核 不 参与 移 核 胚胎 的 发 育 〈 图 1)。 这 个 结 
果 提 示 不 去 核 的 未 受精 卵 可 以 作为 核 移植 的 受 体 ， 
尤其 是 在 供 体 和 受 体 亲缘 关系 较 远 时 ， 


表 1 不 同 峡 化 液 对 泥鳅 受精 脱 腊 卵 暑 化 率 和 了 畸形 率 的 影响 
Table 1 Effects of different incubation media on hatching rate and abnormaj rate of fertilized eggs without 


chorion of loach 


钙化 液 受精 和 卵 总 数 鱼苗 总 数 
Incubabon media 

1 * Holtireter 250 148 
1Holdreter 250 129 
1710> Foltreter 25S0 138 

旧 气 冷 开 水 250 147 
Cold boiled water 

PBS 250 0 
改变 内 化 液 250 136 


Changed incubtion media 


钥 北 率 正常 鱼苗 畸形 鱼苗 


晒 形 率 
Total number of feralized eggs Total fnes Hatching rate 【 遇 》 Normnsl fnes Abnormal fnes Abnommal rare ‘%) 





59.2 137 11 4.4 
51.6 120 9 2.6 
$322 124 14 3.6 
58.8 125 > 8.8 


0 0 n U 
54.4 122 14 5.6 


表 2 机 械 损 伤 对 泥鳅 受精 卵 三 胎 发 育 的 影响 
Table 2 Effects of mechanical injury on fertilized egps of loach 


胚胎 数 鱼苗 总 数 是 化 率 、 正 角色 埋 畏 形 鱼 音 畸 形 率 
Mumber of embryos Total 的 es Hatching rate {%) Nonmnmal Fies Abnonnal fres Abnmormmal rate (%; 
正常 陪 膜 受精 艇 107 81 75,70 81 0 Nn 
Fertilized eggs without chorion 
注射 Hojtfreter 的 脱 膜 受精 卵 124 91 73 ,39 8 i 8.06 


Fertilized eggs without chorion 
after injection of Holtfreter 


为 适应 显 微 操作 对 较 高 质量 身子 的 要 求 、 选 卵 的 标准 不 一 、 导 致 表 2 中 的 解 化 率 较 表 1 高 。 


Better eggs resulted jn higher harching rate in Table 2 than in Table 1. 


表 3 泥鳅 和 大 鲜 副 泥鳅 成 熟 未 受精 孵 对 移 核 肚 胎 发 育 的 影响 
Table 3 Effects of mature unfertilized eggs of loach and large scale loach on development of nuclear transfer embryos 


泥鳅 未 受精 孵 


Tmiertilized eggs of loach 
称 核 胚胎 数 104 
Nnumber of nuclear transfer embrvos 
晚期 训 且 Late blasmulae 8 
发 育 率 Develapmental rate 【%% 》 7.69 


对 昭 太 鲜 副 泥鳅 未 受精 卵 对 照 
{Control 


Uhfertilized egas of large scale loach Control 
251 114 204 
0 8 0 
0 7.02 0 
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2.4 培养 细胞 传代 数 对 移 核 是 胎 发 育 的 影响 

结果 显示 培养 5 代 的 细胞 作 供 体 ， 移 核 胚 胎 发 
育 至 晚期 囊 胚 的 比率 最 高 ,为 13.16%; 培养 15 代 
的 细胞 作 供 体 ， 发 育 至 晚期 囊 胚 的 比率 最 低 ， 仅 为 
4.65% (图 2)。 这 个 结果 表明 随 着 培养 代数 的 增 
加 ， 移 核发 育 至 晚期 囊 胚 的 比率 逐渐 降低 。 我 们 推 
测 在 传代 过 程 中 随 着 传代 数 的 增加 ， 培 养 细胞 逐渐 
累积 了 遗传 突变 . 这 些 突变 不 利于 受 体 卵 对 供 体 核 
的 再 程序 化 ， 





图 1 移 核 胚胎 的 徽 卫 星 标记 分 析 
Fig.l Microsatellite marker analysis of embryos 
{rom nuclear aamsfer 

1.pPGEM 一 7 (+ ) xHae 车 ; 2. 培养 细胞 DNA ( 供 体 )，3. 移 
校 混 合 晚期 讲 胚 DNA; 4. 泥 铅 DNA ! 受 体 )， 

1. PGENM-— ?74 (+} The [; 2-DNA of cultured cells (dunor}: 
3.DNA cf mxed late blasulae From nuclear ransfer; 4.DNA of 
loach (recipient ) 


2.5 ” 继 代 移植 对 移 核 胚胎 发 育 的 影响 

继 代 移植 即 移 核 胀 胎 发 育 至 晚期 束 胚 时 ,分 离 
了 胚胎 细胞 作为 下 一 代 核 移植 的 供 体 。 结 果 显 示 , 继 
代 核 移植 可 提高 移 核 肛 胎 的 发 育 率 。 尤 其 是 体 细胞 
第 1 次 继 代 核 移植 ,晚期 训 胚 的 比率 急剧 上 升 
(43.84% vs.7.69%){ 图 3) ,说 明 继 代 核 移植 可 促使 
受 体 卵 对 供 体 核 的 再 程序 化 。 
3 讨论 

鱼 类 传统 建立 纯 系 的 方法 是 应 用 两 代 连 续 的 肉 
核发 育 并 结合 人 工 转 性 其 清江 等 ，1981) 来 完 
成 。 如 果 将 单 性 发 育 (如 上 肉 核 发 育 等 )、 细 胞 培养 
和 核 移 植 技术 结合 起 来 ， 仅 1 代 即 可 建立 纯 系 ， 育 
种 时 间 至 少 可 以 缩短 1 个 世代 。 这 对 于 一 些 生长 局 
期 比较 长 ， 又 与 国民 经 济 密切 相关 的 四 大 家 鱼 纯 系 
的 建立 . 是 十 分 快捷 实用 的 。 

童 第 周 等 (1963) 曾 将 讲 胚 中 期 的 细胞 核 移 入 未 
去 核 的 卵子 中 ,也 曾 得 到 正常 的 幼 鱼 。 不 去 核 的 移 


核 胚 胎 的 发 育 过 程 及 幼 鱼 的 形态 与 去 核 的 无 了 明显 区 
别 。 余 来 宁 等 (1989) 用 核 型 和 同 工 酶 进一步 比较 了 
去 核 和 不 去 核 的 核 移植 ,分 析 表 明 二 者 无 明显 的 区 
别 , 都 获得 了 二 倍 体 核 质 杂 种 鱼 ,说 明 卵 子 中 未 挑 去 
的 单 倍 体 核 被 排斥 了 。 我 们 以 峻 核发 育 鳝 尾鳍 培养 
细胞 为 供 体 ,泥鳅 未 受精 卵 为 受 体 , 微 卫星 标记 分 析 
也 表明 , 受 体 卵 中 未 除去 的 核 被 排斥 ,不 参与 移 核 胚 
胎 的 发 育 。 这 一 结果 进一步 验证 了 前 人 的 报道 。 

供 体 细 胞 的 传代 数 严重 影响 移 核 胚胎 的 发 育 。 
我 们 的 实验 结果 表明 ， 随 着 传代 数 的 增加 ， 移 核 胚 
胎 的 发 育 率 急剧 下 降 。 其 原因 可 能 是 ， 部 分 培养 细 
胞 的 染色 体 组 成 偏离 正常 的 染色 体 数 ， 发 生 异 倍 化 
{Rio et al ,.，1973; Watanabe et Qi .，1978; 陈 敏 容 
等 ，1985)。 以 异 倍 化 的 细胞 作为 供 体 ， 这样 的 移 
核 胚 胎 必然 败 育 . 

继 代 数 也 是 影响 核 移植 成 功率 的 一 个 重要 因 
素 。 成功 的 继 代 核 移植 仅 有 少数 报道 (Willadsen， 
1989; Westhusin et af,, 1991;: Cheong et af.. 1993; 
Kwon 有 & Kono,1996) ,在 两 栖 类 , 继 代 核 移植 能 够 延 
长 移植 核 的 再 程序 化 时 间 , 因 而 有 利于 移 核 胚胎 的 
发 育 (DiBerardino et ol , ,1984)。 对 哺乳 动物 的 研究 
表明 , 继 代 核 称 植 有 利于 移 核 胚胎 的 发 育 (Stice 人 
Robl ,1988)。 陈 宏 溪 等 (1986) 以 鲫鱼 肾 组 织 的 短期 
培养 细胞 为 供 体 ,移植 到 同 种 鱼 的 去 核 卵 内 得 到 不 
胚 ,再 将 它 的 赛 胚 细 胞 核 第 2 次 移植 到 同 种 鱼 的 去 
核 卵 内 ,最 后 得 到 1 尾 成 鱼 。 它 的 染色 体 为 150, 外 
观 像 肉 鱼 ,但 实际 上 它 的 性 腺 发 育 不 良 ， 余 来 宁 等 
(1996) 用 电 融 合法 , 先 将 草鱼 肝 细 胞 株 的 细胞 核 与 
草鱼 的 未 受精 卵 融 合 ,获得 了 训 胚 细胞 ,再 将 此 训 胚 
细胞 核 进行 第 2 次 继 代 移入 草鱼 的 未 受精 卵 内 ,最 
后 在 继 代 核 移 植 且 胎 中 获得 1 尾 1 年 龄 的 移 核 鱼 。 
但 并 未 检查 移 核 鱼 的 染色 体 。 我 们 的 实验 结果 表明 
继 代 核 移 植 可 改善 移 核 耳 胎 的 发 育 , 尤 其 供 体 细 胞 
是 体 细 胞 的 核 移植 。 但 Pioaowska et oz: .(2000) 以 同 
步 化 的 供 体 细胞 研究 发 现 , 继 代 核 移植 对 移 核 胚胎 
发 育 并 没有 明显 的 改善 ,甚至 影响 移 核 胚 胎 的 发 育 。 
是 否 因 使 用 材料 的 不 同 而 形成 如 此 截然 相反 的 结 
论 , 还 有 待 进一步 研究 。 

目前 无 论 是 体 细胞 核 移植 还 是 胚胎 细胞 核 移 
植 , 核 移植 的 成 功率 都 很 低 。 有 很 多 因素 影响 核 移 
植 的 成 功率 ,如 :个 供 体 细胞 不 合适 的 细胞 周期 ;名 
移 核 胚胎 的 信 性 能 否 正确 地 保持 ;人 @ 供 体 细胞 周期 
和 和 受 体 卵 细胞 周期 是 否 协 调 ; 甸 不 合适 的 受 体 卵 不 
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图 2 不 同 培养 代数 的 供 栖 细 胞 对 移 核 胚 胎 发 育 的 影响 
Fig.2 Effects of donor cells of different passage number on 
development of nuclear transfer embryos 


能 使 供 体 核 充分 的 再 程序 化 。 在 这 些 因 素 中 .研究 
最 多 的 仍 是 细胞 周期 。Kono et ai .(1992 ) 和 Cheong 
如 好 .(1993) 的 研究 表明 , 供 体 细 胞 周期 严重 影响 移 
核 豚 胎 的 发 育 。Prather et at.(1992) 和 Campbell et 
al .(1994) 的 研究 表明 , 供 体 细胞 处 于 Go 或 G1 期 有 
利于 移 核 且 胎 的 发 育 。Mercer et 局 .(1990) 研 究 发 
现 培养 细胞 长 到 满 瓶 后 ,再 在 含 0.5% 胎 牛 血清 的 
培养 基 中 培养 3d, 可 抑制 细胞 发 育 并 处 在 Go 或 GI 
期 。 本 文正 是 参照 了 这 一 方法 , 获得 了 同步 G0/GI 
期 的 供 体 。Zakbartchenko et a .(1999) 研 究 发 现 体 
细胞 经 血清 饥饿 后 的 移 核 肛 胎 的 发 育 率 明显 好 于 未 
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图 3 继 代 移植 对 移 核 胚胎 发 育 的 影响 
Fig.3 Effects of recloning number on develppment of 
muclear transfer embryos 


饥 铁 的 细胞 。Wimut et at (1997) 研 究 表明 . 供 体 细 
胞 处 于 Gu 的 静止 状态 ,对 移 核 且 胎 发 育 是 必要 的 。 
他 们 利用 血清 饥饿 后 的 细胞 作 供 体 , 曾 得 到 世界 上 
第 1 鲍 体 细胞 克隆 羊 。 处 于 非 静止 状态 的 Go 或 G1 
期 的 供 体 体 细胞 ,会 导致 供 体 核 不 充分 的 再 程序 化 
(Sun et al. ,1992:;Cibelli et al ,1998; Kato et at., 
1998;Wells et i .,1999)。 但 Cibelli et ai .(1998) 认 
为 核 移 植 供 体 细胞 处 于 Gu 期 并 不 重要 , 却 又 未 报道 
所 使 用 的 供 体 核 所 处 的 细胞 周期 。 如 何 改善 核 质 配 
合 和 提高 核 移植 的 成 功率 还 有 待 于 深入 研究 。 
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了 环 志 ( 张 孚 允 ,1987)。1994 年 6 月 , 马 鸣 等 (1997) 
在 沙 雅 对 黑 台 ( Ciconia nigra ) 进 行 了 环 志 。1997 ~ 
1999 年 中国- 阿 联 疯 项 目 组 "利用 卫星 跟踪 技术 首 
次 揭示 了 波 斑 和约 (Chiamwiosss macgueeni ) 东西 方向 
迁徙 的 过 程 (Launay, 1999}。2000 年 全 国 鸟 类 环 志 
中 心 在 富 蕴 环 志和 猛禽 19 只 。2001 年 8 月 14~26 晶 
笔者 在 阿勒泰 和 吐鲁番 两 地 进行 了 鸟 类 环 志 工 作 ， 
这 是 新 疆 规 模 最 大 的 一 次 环 志 活 动 。 以 下 是 2001 
年 的 工作 简报 。 
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1 方 法 

用 化 纤 粘 网 、 竹 午 、 布 袋 等 作为 捕 鸟 工具 .使 
用 全 国 鸟 类 环 志 中 心 提供 的 A、B、C、D 4 种 型 号 
的 合金 鸟 环 。 通常 在 早晨 或 下 午 张 网 ， 每 15 ~20 
min 近视 1 次。 对 上 网 的 小 鸟 依 规程 ( 楚 国 忠 等 ， 
1998) 先 上 环 , 测量 体重 、 辟 长 、 尾 长 等 基本 数 
据 ， 拍 摄 和 鉴定 鸟 种 ， 记 录 环 号 、 种 和 名、 年 龄 、 性 
别 、 肥 满 度 和 换 羽 状况 等 。 环 志和 测量 之 后 立即 产 
地 释放 。 





表 2 1976~2001 年 在 新 疆 回 收 到 的 邻 国 鸟 环 资料 
Table2 Recoveries of the birds those banded in neighboring countries from 1976 to 2001 in Xinjiang 

环 号 环 志 国 回收 日 期 回收 地 鸟 种 回收 人 信息 来 源 

Ring Country Recovery date Recovery atte Species Observer Reference 
C26249 印度 1976 一 09 一 11 之 前 ” 叶 城 新 疆 公 安 局 
F32110 印度 1976 -09-11 之 前 ” 龙 盖 提 骨 项 鸡 新 疆 公 安 局 
G 4157 印度 喀什 新 疆 公 安 局 
X 1672 印度 喀什 新 疆 公 安 局 
Alli6410 原 苏联 1977 -10 之 前 巴 音 郭 榴 自 治 州 ” 区 新 疆 公 安 局 
C198163 原 苏 联 1976 -11 上 外 阿克苏 农 明 16 团 太白 路 常 发 蕊 新 疆 公 安 局 
人 一 9492 印度 赫 里 盖 。 1984 一 04 一 21 阿克苏 塔里木 河 ” 赤 嘴 潜 鸭 方 辆 平 张 孚 多 等 ，1997 
G— 40244 印度 赫 里 盖 。 1985 -03 一 17 巴 楚 赤 嘴 港 网。 起 苯 东 张 孚 多 等 ，1997 
XB805996 原 苏联 1989 —05—07 巩 留 家 小 张 孚 多 等 ，1997 
黄色 明 料 环 。 窑 罗 斯 ? 2001 -09—18 石河 子 葡萄 周 并 肯 顶 徐 捷 马 鸣 ,2001 -09 
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